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Summary
　　To　study　the　relationship　of　the　origin，　development，　and　enlargement　of　salivary
calculi　to　bacterial　calcification，　electron　microscopic　and　bacteriological　examinations　of
acalculus　extracted　from　a　child　were　made．　Results　obtained　were　as　follows：
1．Cocci・1ike　and　filamentous　microbiota・1ike　structures，　bearing　needle　crystals，　were
observed　to　adhere　to　the　surface　of　the　calculus　and／or　to　exist　immediately　in　the　vicinity
of　the　surface　of　the　calculus．　They　were　also　found　inside　the　calculus．
本論文の要旨は第24回松本歯科大学学会総会（昭和62年6月20日）において発表された．（1988年3月14日受理）
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2．Two　bacterial　species，　identified　as　S舵ρ∫060cα岱　sαηg硫　and　Coryneろacterium
pseudodiphthen’ticum，　could　be　isolated　from　the　calculus．
3．Both　jsolated　species　formed　needle　crystals　in　vitro　within　the　ce】1　from　which　calci㎜
and　phosphate　were　detected　by　elementary　analyses，　demonstrating　that　the　two　bacterial
species　possess　calcification　activity．
4．These　isolated　bacteria　may　contribute　to　the　formation　of　salivary　calculi．
緒 言
　唾石の表面あるいは割断面を走査電顕で観察し
た多くの報告者は，球菌様または線状菌様の構造
物が存在することを認めているS・9・11・14・18・2°）．著者
ら2｝も摘出唾石の透過電顕観察によって球状や線
状構造物を認め，その形態上から唾石内には多数
の球菌や線状菌が存在することを明らかにし，さ
らにその元素分析所見から，これら構造物は菌体
内石灰化した細菌像であるとした．また，川嶋ら7）
は唾石から細菌の検出を試み，球菌と線状菌を分
離して，この分離線状菌の一種はActinomyces
iSraelii類似菌であることを示し，このA．　israelii
類似菌が唾石形成に関与することを示唆してい
る．
　唾石の成因には種々の全身的，局所的諸因子な
ど様々な関与が考えられているが9・15），その成因機
序は必ずしも明確ではない．しかし，石灰化した
細菌像が唾石内に多く認められる事実は，唾石の
形成ないし増大に細菌が重要な役割を有すること
を示唆する．本研究は，唾石内細菌種を検索する
とともに，これら細菌の石灰化能について調べた
ものである．
材料と方法
　唾石と細菌の分離・同定
　女児（4歳）の左側顎下腺導管内より摘出した
唾石（約10×2mm）材料を用いた．唾石から細
菌の分離は，摘出後ただちに無菌的に2分割し，
その一方の唾石は滅菌生理食塩液でよく洗浄し，
これを乳鉢で細かく破砕した．これをBHI平板お
よび血液平板を用いて好・嫌気的に3日～5日培
養した．各集落についてグラム染色性および形態
について調べ，その代表的分離菌株について医学
細菌同定の手びきに準じて生物学的性状を調べ，
菌種同定を行なった4・12・13）．
　菌体の石灰化法
　代表的分離2菌種の培養菌体を供試して，Was－
sermanら19）の石灰化溶液（各50mg／100ml湿菌
体）を用い最長10日間の石灰化実験を行なった．
なお，石灰化溶液は48時間ごとに交換した、菌体
の石灰化能は透過電顕によって経日的に観察する
とともに，元素分析をも行なった．なお，石灰化
実験を行なった各菌体は観察試料調製前に精製水
でよく洗浄した．
　電子顕微鏡による検索法
　透過電顕用の試料作製は，破砕した唾石材料お
よび石灰化実験を行なった菌体試料ともに1％グ
ルタールアルデヒド液にて固定し，コロジオン膜
を張ったメッシュ上に載せ検鏡した．また，菌体
試料の一部は1％グルタールアルデヒドおよび
1％OsO、で二重固定し，2％寒天中に包埋固定
後，通法に従ってエタノール脱水，エポキシ樹脂
包埋し超薄切片を作製した．
　試料の観察および分析は，JEOL．　JEM・1200EX
型透過電顕にTracor　Northem　TN・2000エネル
ギー分散型分光器を装着した分析電子顕微鏡を使
用した．
　唾石表面の形態を検索するため，先に分割した
他方の唾石材料を1％グルタールアルデヒド液に
て固定，エタノール脱水後，液体炭酸によって臨
界点乾燥を行なった．この試料に金イオンスパッ
タコーティングを施して，JEOL．　JCXA・733型X
線マイクロアナライザーによる走査電顕像で唾石
表面を観察した．
結 果
1．唾石の電子顕微鏡所見
　唾石表面を走査電顕によって観察すると，不定
形の結晶様物に混じって線状の構造物が密集して
いる部分が認められた（図1－A）．この部位を強拡
大（図1－B）で観察すると，球菌様構造物と線状
菌様構造物が散在ないし付着していた．このよう
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な構造物は，破砕した唾石内でも認められた．す
なわち図2－Aにみられるごとく，電子密度の高い
球状（a）および長桿状（b），または低電子密度
を呈する線状（c）の細菌とみられる像が観察さ
れた．高電子密度を示す構造物の内部には針状結
晶様構造がみられ（図2－B，C），これら所見から
この構造物は明らかに細菌の石灰化像であること
が強く示唆された，
2．検出細菌とその生物学的性状
　破砕唾石の細菌培養では，好気培養の供試BHI
平板および血液平板のいずれからも2種類の細菌
が検出・分離された，とくに小さなS型集落（球
状）に比較し，やや大きなR型の集落（長桿状）
を示すものが多く検出された．
　分離した2菌群（各3～4菌株）の形態および
生物学的性状は表1，2に示した．すなわち，上
図1：唾石表面の走査電顕像
　　A：線状構造物の密集した部分（×1，300），
　　B：球菌様構造物［．矢印）と線状菌様構造物
　　　　〔×7，600）
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記培養平板上でS型集落を示す菌株（group　I）
はいずれもグラム陽性のレンサ状球菌で（図3
－A，B），　MS培地で発育した．これら菌株はいず
れも過酸化水素を産生し，アルギニンからアンモ
ニアを産生した．エスクリンを水解し，シューク
ロスからグルカンを合成する，また種eの炭水化
物を分解するが，マンニトールおよびソルビトー
ルを分解しなかった．これらの性状から本菌群は
Streptococczes　sangZtisと同定した4）（表1）．
　一方，R型集落を示す菌株はいずれもグラム陽
性の桿菌状を示し、やや短桿菌形態から長桿菌状
を呈す多形性を有していた（図4－A，B）．また，
菌体内には著明ではないが異染頼粒がみられた．
いずれの菌株も，カタラーゼ，ウレアーゼ陽性で，
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図2：唾石の破砕試料の透過電顕像
　　A：球状，線状および不定形の結晶様物
　　　ぺ×5．000’‘．B：高電子密度な球状構造物
　　　〔×25、500），C：高電子密度な線状構造物
　　　（×25、500）
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表1：分離菌株の形態および生物学的性状（group　I）
Character Isolates3strains
Gram　stain
Morphology
Catalase　production
Acetoin　production
H202　production
NH3　from　arginine
Aesculin　hydrolysis
Glucan　from　sucrose
　　十
cocci，　chain
十
十
十
十
Acid　from
　Mannitol
　Sorbitol
　Raffinose
　Inulin
　Glucose
　Sucrose
　Lactose
　Maltose
　Trehalose
十
十
十
十
十
十
十
硝酸塩還元能およびゲラチン水解能が陰性であっ
た．また，全菌株がグルコースをはじめとする殆
んどの炭水化物に対する分解能を示さなかった．
これらの生物学的性状から，本菌群はCoryne－
bacterium　Pseudodiphtheriticumと同定した4・13）
（表2）．
3．　分離菌の菌体石灰化
1）S．　sangzadSの石灰化能
　分離されたS．　sanguis菌体の石灰化能につい
て経日的にみると，1日～3日経過では菌体の石
灰化像がほとんどみられず，石灰化4日経過後か
らわずかではあるが石灰化した菌体が認められる
ようになった．4日間石灰化した菌体の透過電顕
像は図5－Aに示した．大部分の菌体は低電子密度
でいわゆる未石灰化像を呈していた．しかし，一
部の菌体内にはまぼらではあるが針状様結晶を認
めるもの，これがほぼ全層にわたるものが認めら
れた．これらの所見は，菌体石灰化の進行過程を
　　　　　　　　　　　　　　　’
　　　　　　　　　　　　■
図3：唾石より分離したS．　sangufS
　　　A：透過電顕像（×9，500），B：超薄切片像
　　　（x25．500）
潅
響
図4：唾石より分離したC．PseudodiPhtheriticum
　　　A：透過電顕像（×7，600），B：超薄切片像
　　　（×20，000）
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表2：分離菌株の形態および生物学的性状（group　II）
1solates Related　diphthemid＊Character 4strains　testedC． c嬬γりs‘s c
ρsθμ40ゴψ〃加働ゴ偬初 ATCC　373♪sεκ吻勧痂㎝
ATCCユ0700 ATCC　194
Gram　stain 十 十 十 十Morphology filamentous，τod ■ ● ●
Metachromatic　granules± ● ■ ●
Anaerobic　growth 一 一 一 一Catalase　production十 十 十 十Hemolysis 一 一 一 　
Nitrate　reduction 一 一 十 一Gelatin　hydrolysis 一 一 一 一
Urease　production 十 十 一 一Lipase　production 一 一 一 一
Acid　from　Glucose 一 一 十 十Fructose 一 一 十 十Galactose 一 一 一 十Mannose 一 一 一 十Sucrose 一 一 十 一Maltose 一 一 一 皿Rhammnose ± ± 十 十Melibiose ± ± 一 一Sorbitol 一 ± 一 十Starch 一 一 一 一
±：weakly　positive，　事lSasaki　et　a1（1978）
　strains：SCB－1，　SCB－2，　SCB－3，　SCB－4
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図5：S．　sanguisの石灰化所見
　　　A：4日間経過後（×7，200），B　10日間経過
　　後（×7，200）
B
図6：S．sαηg硫の元素分析結果（石灰化4日間経過
　　　後）
　　　A：図5Aのa菌体，　B：図5Aのb菌体
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示すものとみられた．10日間の石灰化を続けると
高電子密度を呈する菌体数がやや増加し，これら
菌体は低電子密度の菌体の直径に比較して約2倍
程度に増大して認められた（図5－B）．しかし，
S．sangecis菌体は10日間の石灰化実験によっても
石灰化が全くみられない多数の菌体も存在した．
　電子密度の異なる菌体について分析電顕による
元素分析を行なってみると，低電子密度の菌体か
らはCaやPなどを含めたいずれの特定元素も検
出されなかった（図6－A）．これに対して高電子
密度を示した菌体から著明なCaおよびPが検出
された（図6－B）．
　一方，菌体内石灰化の過程を超薄切片によって
観察してみると，石灰化溶液中で6日間経過した
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図7：S．sanguisの菌体内石灰化像（石灰化6日間経
　　過後）
　　A：初期石灰化像「×52．000），B：高度石灰化
　　像（×80．000）
菌体の初期では石灰化が菌体内の一部に限局して
始まりsついでこの針状結晶が成長して徐々に菌
体内を満たし，やがて菌体内全層から細胞壁外に
向かって進行・増大していくことがうかがえた（図
7－A，B）．
2）C．PseudodiphtJteriticttmの石灰化能
　本分離菌の石灰化所見は上記のS．sangt・｛isの
菌体石灰化のそれと類似の経過で観察された．し
かし，本菌は石灰化実験2日ですでに電子密度の
高い菌体が認められた（図8－A）．また経日的に
みると，これら石灰化像を示す菌体h：　S．sangZtis
に比較して多く認められた（図8－B，石灰化6日
間）．
　分析電顕によってこれら石灰化菌体（石灰化2
日間）について元素分析を行なってみると，低電
子密度の菌体（図8－Aのa菌体）でわずかのCa
を検出したが，Pは認められなかった（図9－A）．
しかし，高電子密度の菌体（図8－Aのb菌体）か
らは上記のS．　sanguis　X体と同様にCaおよびP
が高濃度に検出された（図9－B）．
　一方，本菌の石灰化過程を超薄切片によって観
察すると（図10），石灰化の初期ですでに同一菌体
内の数ケ所に針状結晶の散在がみられた．この石
灰化所見はとくにC．　PseudodiPhthen’tiCttm　ts体
でよく観察された．このことは本菌の形態や構造
上の特異性に起因するのかも知れない．本菌の石
灰化が必ずしも限局した菌体内一部からの石灰化
ではなく，石灰化が数ケ所から進行・増大するこ
とを示唆する．また，本菌の経日的石灰化所見か
らみてS．sanguisよりやや石灰化能の強いこと
が示唆された．
考 察
　唾石を形態学的に観察した多くの研究老がその
表・内部に球状ないし線状の石灰化構造物を認め
ているs・14・2°）．すでに著者ら1・2）も2，3の摘出唾石
についての電顕的観察から類似の石灰化構造物を
認め，また，これら構造物に混在して明らかに細
胞壁や細胞質膜をもつ構造形態がみられることか
ら，その構造本態は石灰化した細菌体像であると
した．事実，近年著老ら3）は唾石内から細菌を分
離・同定し，その分離菌が強い石灰化能を有する
ことも明らかにしている．今回，本研究に供した
小児の唾石の表面および内部にもこれまで多くの
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C．　PseudodiPhthen’ticumの石灰化所見
　　2日間経過後（×5，000），B：6日間経過
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図10：C．　PsendodiPhtheriticamの菌体内石灰化像（石
　　灰化10日間経過後）（×32，000）
B
図9：C．　PseudodiPhthen’ticttmの元素分析結果（石灰
　　化2日間経過後）
　　A：図8Aのa菌体，　B：図8Aのb菌体
唾石で観察された所見と近似し，球状や線状構造
物が認められ，その形態には特異的差異がみられ
なかった．しかし，著者ら剤が先に観察した唾石
と同様に小児唾石においても明らかに球菌状や長
桿菌状とみられる細菌像が観察できた．このこと
は破砕した唾石の細菌培養所見によって確認する
ことができた．すなわち唾石内から2菌群が検
出・分離され，その形態はいずれも唾石の観察所
見と一致することから明らかである．
　一方，唾石の培養によって2菌群が検出された
事実は，唾石内に生菌の存在を示すものである．
唾石の成因やその進行・増大，ひいては唾石症悪
化にこれら生細菌が密接に関連する可能性の強い
ことを示唆する．
　さて，この検出・分離された2菌群の形態なら
びに生物学的性状からそれぞれ＆sαηg撚およ
びC．　Pseudodiphthenticumと同定された．これら
2菌種はいずれも口腔内常在菌種であり，局所へ
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の侵入には上行性が考えられる．しかし，唾石形
成局所への侵入・伝播ないし定着機序は不明であ
る．
　唾石の形態学的観察が多いが細菌の培養・検出
や菌種同定まで行なった報告は極めて少ない7｝．
したがって本唾石から検出・同定されたS．　san－
g硫およびC．　PseudodiPhtheriticumの2菌種を
他の唾石から検出される細菌種と厳密に比較する
ことができない．しかし川嶋らηはActinomyces
israelii類似菌を検出しており，また著者ら3）がす
でに他の唾石例からS．　salivaritcsおよびElacter－
ionema　matrnchotiiの2菌種を検出したことな
どから考え合わせ，唾石によって検出菌種が可成
り異なることを示唆する．事実，川嶋ら7｝が19例中
10例の唾石からの検出菌としてStrePtOCOCCt｛s　sp．，
StaPhylococcz｛s　sp．，　Coη〃εbαc’θガμ別sp．，および
Actinomyces　sp．，などを報告している．
　これまで唾石内の形態観察や検出細菌所見か
ら，唾石の成因に関する細菌の役割が示唆されて
いた．しかし，唾石からの分離菌について石灰化
能を検討した報告はみられない．本研究で唾石か
ら分離・同定されたS．　sαnguisおよびC．　Pseudo－
diPhthen’ticumの2菌種がin　vitroでいずれも菌
体内石灰化をおこす事実は注目た値する．すなわ
ち，2菌種のin　vitroにおける電顕的種々の菌体
内石灰化所見が，唾石の形態ないし分析電顕所見
と極めて近似するからである．本研究によって唾
石から分離した細菌の石灰化の実証は，唾石の成
因ないし進行・増大にこれら細菌が密接に関連す
ることを示したものといえよう．
　歯石形成に関連して口腔細菌の石灰化能が検討
されている．とりわけ石灰化能の強い菌種として
B．matrachotii　tgどその近縁の線状菌種が示され
ている5・6・：°・16）．すでに著者ら3）も唾石から分離した
B．〃matmchotiiに強い石灰化能を認めているが，
本研究で示したC．　PseudodiPhthenticumもB．
matrZtchotiiと極めて近縁の菌種である．しかしそ
の石灰化能について経日的石灰化所見からは，B．
iuatrnchotiiの石灰化能と比較してやや弱いもの
と考えられた．しかし，C．　PseudodiPhthenticum
の菌体石灰化所見はTakazoe，　et　aL17）がB．
matmchotiiで示している菌体内石灰化所見と極
めて近似していた．一方，S．　sanguisの石灰化能は
その経日的石灰化所見からみて，C．　Pseudodi一
Phthen’ticumより弱いものと考えられた．
結 論
　唾石の成因やその進行・増大と密接に関連する
とみられる細菌の石灰化能に注目し，小児の摘出
唾石を電顕的に観察するとともに，唾石内から細
菌を分離し，その生物学的性状から菌種同定を行
ない，さらに分離菌の石灰化能について形態学的
ならびに分析電顕によって検討した．
　1　唾石表面および唾石内には球菌様構造物と
線状菌様構造物が付着ないし存在し，それらの一
部には針状結晶を認めた．
　2　唾石内から2菌種が検出され，その生物学
的性状から∫’箔幼Zocoα添sanguisおよびCory－
nebacterium　Pseudodiphtheriticumと同定され
た．
　3　分離2菌種はいずれも菌体内に針状結晶を
形成し，その元素分析から高濃度にCaおよびP
を検出し，2菌種が明らかに石灰化能を有するこ
とを実証した．
　4　分離2菌種の石灰化能から唾石の成因ない
し進行・増大に細菌が密接に関連することを考察
した．
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